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Patentansprliche 



1 . Regeneriertes Kollagen aus makromolekularen rekon- 
stituierten Fasern bzw. Fibrillen mit einem mittleren Mo- 
lekulargewicht von 383 000 bis 460 000 9 das 4 bis 6 % 
Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von 30 000 
bis 60 000 void 8 bis 12 96 Polypeptidketten mit einem Mo- 
lekulargewicht von 1 000 000 bis 1 500 000 enth&lt und 
nicht antigen wirkt. 

2. Kollagen nach Anspruch 1 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet 9 dafl es vernetzt ist. 

3. Kollagen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch g e - 
kennzeichnet , da3 es eine kleine Menge einer 
biologisch wirksamen Substanz enthalt. 

4. Kollagen nach Anspruch 3, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB die biologisch wirksame Substanz 

in Hormon, ein Spermizld Oder ein Antibiotikum ist. 

5. Verfahren zur Herstellung des Kollagens nach An- 
spruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

/2 



1 300 U/1208 



■: 3034273 

* • •• •• 

1A-54 034 - 3 - 



10. Verfahren nach Anspruch 5 bis 9, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB man die Waschstufe mindestens 
4 h mit destilliertem Wasser behandelt, das Wassez* abdekan- 
tiert und die Behandlung insgesamt viermal wiederholt. 

11 . Verfahren nach Anspruch 5 bis 10, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB man das Kollagen vor dem 
Losen durch Waschen mit einer sauren Losung neutralisiert. 

12. Verfahren nach Anspruch 5 bis 11, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB man das Kollagen in einer 
sauren waBrigen Losung lost. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB man als Saure in der waBrigen Lb sung 
Ascorbinsaure verwendet. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 Oder 13, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB die wafirige Losung einen 
pH-V/ert von 3 bis 4 besitzt. 

15. Verfahren nach Anspruch 5 bis 14, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB man von Rinder-Corium aus- 
geht. 

16. Verfahren nach Anspruch 5 bis 15, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB man als biologisch wirksame 
Substanz ein Hormon, ein Antibiotikum oder ein Spermizid 
verwendet. 
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Beschreibuug 



Regeneriertes Kollagen und Verfahren zu dessen Herstellung 



Die Erfindung bezieht sich auf Kollagen und betrifft 
makromolekulare rekonstituierte Kollagenf asern. 

Der Ausdruck "neturliches , unlbsliches Kollagen" ; wie er 
hier verwendet wird^ bcdeutet Kollagen, das in waBriger 
AlkaLL-oder sonstiger anorganischer Salzlcsung nicht ge- 
lost werden kann ohne chemische Modif izierung und um- 
faflt Haute (Felle und Leder), Spaltleder u.a. AuSenhaute 
von Saugetieren oder Reptllien. Insbespndere bezieht 
sich "natiirliches, unlosliches Kollagen" auf das Korium, 
das die Zwischenschicht der Haut von Rindern zwischen 
der Haarseite und der Flei schseite. 

Kollagen bildet das Bindegewebe und ist das. hauptsachliche 
Faserprotein bei hoheren Wirbeltieren. Kollagen liegt in 
naturlichem Zustand in Form einer dreikettigen Helix 
( Trip el-helix) vor mit konstanter Periodizitat zwischen 
den drei parallel laufenden (aligned) Ketten* Die Konfi- 
guration der Tripel-helix von Kollagen wird inanchmal als 
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Faser bzw. Fibrille bezeichnet und die Fibrillen ordnen 
sich mit*axialen Periodizitat von ungefahr 64 run (640 %) 
an. * einer 

Gbwohl es verschiedene Arten von Kollagen gibt, wird 

die hauptsachlich vorkommende Art als "Typ I" bezeichnet, 

das das Hauptkollagen der Haut, Knochen und Sehnen dar- 

stellt. Das Kollagen vom Typ I besitzt die folgende Ketten- 

zus amm ens e t zung /5c1 Dieoc1(l) und c*2 Ketten sind 

homologe. 

Bei jungen Tieren liegt nur eine geringe intermolekulare 
und interf ibrHLare Vernetzung vor, was zu einer gewissen 
Loslichkeit des Kollagens fUhrt. Bei f ortsohreitendem 
AlterungsprozeB nimmt jedoch die intermolekulare und 
interf ibrill are Vernetzung zu, wodurch das Kollagen un- 
loslich wird* 

Die Verwendung von Kollagen in im wesentlichen reiner 

Form ist bekannt , z. B« zur Behandlung und Abdeckung von 

Brandwunden (US-PS 3 939 831 und 3 51 A 518) und ahnliche 

medizinische Anwendungsgebiete (US- PS 3 157 524 und 

3 628 974) ebenso wie seine Verwendung als Nahrungsmittel- 

zusatz. 

Wahrend es bekannt ist, da G Kollagen durch Depolymeri- 
sierung von natiirlichem unloslichem Kollagen mit an- 
schlieBender Rekonstitution gereinigt werden kann> sind 
die dabei erzielbaren Ausbeuten verhaltnismaflig gering 
und das entstehende Produkt muB nicht mehr biologisch 
aktiv sein. 

In der US-PS 3 637 642 ist beispielhaft ein Verfahren 
zum Losung von unloslichem Kollagen und Regenerieren 
der Faser angegeben. 
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Ferner haben Kollagon und ahnliche Substanzen auf dem 
Gebiet der Nahrungsmittel, Kosm tika und Pharinazeutika 
Anwendung g funden. 

Es sind noch andere Methoden zum L5slichmachen und Re- 
konstituieren von Kollagen bekannt unter Anwendung von 
Enzymen, die die intra- und interf ibrillaren Bindungen 
losen, wie in der US-PS 3 034 852 angegeben. Auflerdem 
sind VerXahren zur Umwandlung von faserigen Kollagen- 
massen zu einem Bahnmaterial bekannt (US-PS 2 934 447 
und 2 934 446). 

Nach den US-PSen 3 939 831 und 3 742 955 konnen Materialien 
zum Abdecken von Wunden aus Kollagen hergestellt werden, 
in dem Antibiotika und Shnliches dispergiert ist urn die 
Heilung der verletzten bzw. verbrannten Haut zu unter- 
stUtzen, 

Es ist Aufgabe der Erfindung, ein Verf ahren zu entwickeln, 
urn Kollagenf asern bzw, Fibrillen zu losen und zu re- 
generieren durch das im wesentlichen alle Verunreinigungen 
aus dem Kollagen entfemt werden und mit dessen Hilf e 
ein im wesentlichen reines Kollagenprodukt erhalten wird, 
das biologisch aktiv ist und im wesentlichen nicht antigen 
wirkt. 

Makromolekulares rekonstituiertes Kollagen., wird erfin- 
dungsgemafl hergsstellt durch mindestens 24 h langes Be- 
handeln von natilrlichem unloslichem Kollagen mit einer 
waflrigen Losung umfassend ein Alkalisulfat und ein Alkali- 
hydroxid | \om die indem natilrlichen unliJslichen Kollagen 
suspendierten Fette zu verseifen. Das fettfreie Kollagen 
wird dann mindestens 4 h mit einer waflrigen Losung be- 
handelt, xunfassend ein Alkalisulfat^ urn die Zwischenf aser- 
bindungen zwischen den einzelnen Polypeptidketten zu . 
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losen. . . Das Kollagen wird dann in einer waSrigen 
sauren Losung gelost und mit einer Geschwindigkeit von 
-18 bis -24 < £/h >and vorzugsweise -20^/11 auf eine Tempe- 
ratur von -60 bis -70°C gefroren. Das gefrorene Kollagen 
wird bei eincm Druck von 1,3*10~ 6 bis 1,3*10~ 8 bar 
(10~^bis 10"^ torr) mindestens 16 h im Vakuum getrocknet, 
urn ein biologisch aktives Kollagen zu erhalten. Vor dem 
Einfrieren konnen verschiedene biologisch aktive Stoff e 
zu der waSrigen LSsung zugegeben werden. Das Kollagen- 
produkt*kann dann einem Tier inplantiert oder auf ahn- 
liche Weise appliziert werden, wobei das Arzneimittel 
langsam freigesetzt wird. Das Produkt kann in dem bio- 
logischen System verbleiben und lost sich langsam auf- 
grund des enzymatischen Abbaus und durch andere biologische 
Prozesse auf. 

Erf indungsgemafi geeignete Alkalisulf ate sind z.B. Natriuza- 
sulfat, Kaliumsulfat sowie Erdalkalisulf ate wie Calcium- 
sulfat, Magnesiumsulfat und ahnliche. Das bevorzugte 
Alkalisulfat ist Natriumsulf at. Die Alkalihydroxide, die 
erfindungsgmafl angewandt werden konnen, sind u.a. Natrium- 
und Kaliumhydroxid und insbesonder Natriumhydroxid. Erd- 
alkalihydroxide wie Calciumhydroxid und Magnesiumhydroxid 
konnen teilweise anstelle der Alkalihydroxide angewandt 
werden. Es mu3 jedoch ausreichend Kalium- und/oder Natrium- 
hydroxid vorhanden sein. 



Die waflrige Losung des Alkalisulf ats und Alkalihydroxids 
ist 1 bis 2,5 m, bezogen auf Alkalihydroxid und 0,5 bis 
1 m, bezogen auf Alkalisulfat und 0,1 bis 0,5 m, bezogen 
auf andere Saizbestandteile. Insbesondere ist sie 2,0 
« bis 2,5 m, bezogen auf Alkalihydroxid, 0,9 bis 1,0 m auf 
Alkalisulfat und 0,1 bis 0,2 m auf andere Bestandteile. 
Das Alkalihydroxid und Alkalisulfat sollten zu Beginn 
einen pH-Wert von ung fahr 12 bis 13 besitzen. 

* bzw. der Formkorper . 
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Die anderen Salzbestandteile sind u.a. Alkalichlorld 
wie Natrium- und Kaliumchlorid, Erdalkalichloride wle 
Magnesium- und Calciumchlorid und fihnliches. Es sollte 
sorgfaitig darauf geachtet werden, das Alkalisulfat 
in der entsprechenden Menge zu dem Alkalihydroxid zu- 
zugeben,um eine vollstSndige Verseifung der in dem 
natUrlichen unloslichen Kollagen enthaltenen Fette zu 
erreichen wahrend die urspriinglichen (nativen) Eigen- 
schaften des Kollagens beibehalten werden und urn das 
Quellen der Kollagenf asern bzw. Fibrillen zu steuern. 
Wenn zuviel Natriumhydroxid angewandt wird, wird das 
Kollagen denaturiert und die intermolekularen Eindungen 
gelost. Wenn nicht genUgend Natriumhydroxid angewandt 
wird, bleiben in dem Kollagenprodukt Verunreinigungen 
wie Fette u*a. hydrolisierbare Substanzen enthalten ,die 
unerwUnscht sind. 

Bei Behandlung des natUrlichen unloslichen Kollagens mit 
der waBrigen Losung des Alkali- (bzw. Erdalkali)-su±f ats 
und Alkalihydroxids sollte das naturliche unlosliche 
Kollagen in Stiicke geschnitten werden, die ausreichend 
klein sind, so dafl die wSBrige Losung darin eindringen 
und reagieren kann. Die natUrlichen KollagenstUcke soli- 
ten ungef&hr 10 cm^ oder kleiner und insbesondere 5 cnr 5 
oder Kteiner sein. Auflerdem sollte die Behandlung mindestens 
48 h bei Raumtemperatur stattfinden, urn alle in dem natUr- 
lichen unloslichen Kollagen enthaltenen Fette vollstandig 
zu verseifen und eine gleichmaBige Quellung der Kollagen- 
fasem zu erreichen. Es sollte darauf geachtet werden, daB 
die Anfangsbehandlung mit dem Alkali sulf at und dem Alkali- 
hydroxid nicht zu langs stattf indet oder die Polypeptid- 
ketten werden angegriffen und das Kollagen wird denaturiert. 
Wenn z.B. natUrliches unlosliches Kollagen in StUcke von 
5 cm 3 geschnitten wird, sollte die anfangliche Behandlung 
nicht mehr als 96 h betragen, da sonst die Kollagenf asern 
zu nieder-molekularen Bestandteil n abgebaut und denaturiert 
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werden. Nach di ser Anfangsbehandlung wird da3 nattirliche 
rinlosliche Kollagen sehr weich und transpar nt. 

Nach Entf ernung der ersten Behandlungsl3sung wird das 
Kollagen mit einer Losung eines Alkalisulf ats Oder Erd- 
alkalisulfats Oder einer Kombinatlon davon bei einem im 
wesentlichen neutralen pH-Wert behandelt. Die Konzentra- 
tlon an Sulfat sollte ungefahr 0,5 bis 1,0 m sein. Andere 
Salze wie Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid 
und ahnliche konnen zu dieser Salzlosung zugesetzt werden 
so lange eine ausreichende Menge Alkalisulfat, vorzugs- 
weise Natriumsulf at ( angewandt wird, tun die Zwischenf aser- 
bindungen des Kollagens zu stabilisieren. Diese Behandlung 
mit dem Alkalisalz sollte mindestens 4 h durchgefUhrt wer- 
den. 

Vorzugsweise wird das Kollagen dann mit einer sauren 
waBrigen Losung mit einem pH-Wert zwischen 3 und 4 neu- 
tralisiert. Die zur Bildung der waBrigen Losung ange- 
wandten Sauren sind Ublicherweise Borsaure, Weinsaure, 
Essigsaure oder ahnliches. Das Waschen wird ungefahr 6 h 
durchgefuhrt / urn restliche Salze und basische Bestandteile 
zu entfernen. Der pH-Wert des Kollagens betragt anschlieSend 
ungefShr 7. 

Das Kollagen wird dann mit (Leitungs)wasser gewaschen. Urn 
restliche Salze innerhalb des Kollagens zu entf ernen^ wird 
es mehrere Male mit destilliertem Wasssr gewaschen. Vor- 
zugsweise dauert jeder Waschzyklus ungefahr 4 h. Nach 
jedem 4 h Zyklus wird das Wasser abdekantiert und frisches 
destilliertes Wasser zugegeben. Normalerweise sind 4 bis 
7 Vaschzyklen erforderlich, um die restlichen Salze zu ent- 
fernen. 

Das Kollagen wird dann in einer waBrigen sauren Losung 
gelost und vorzugsweis ein LS sung von 1 bis 1,5 Gew.-# 
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Kollagen hergestellt. Die zum L8sen d *r Kollagenf asern 
geei^neten SSuren sind die schwachen organischen Sauren 
wie EssigsSure, Citronensaure, MilchsSure, Ascorbin- 
saure und WeinsSLure. Vorzugsweise wird der pH-Wert auf 
einen Wert unter 4 eingestellt^ um eine gute Loslichkeit 
zu erhalten. Im Falle von AscorbinsSure reicht eine 1 ?6-ige 
LcJsung ans und im Falle von Essig- oder WeinsSLure eine 
0,5 96-ige LcSsung. Der pH-Wert der waflrigen LSsung soEte 
ungefahrt 3 bis 4 setn. 

Die KollagenlSsung wird dann gefroren, wobei die Tempe- 
ratur mit einer Geschwindigkeit von -18 bis -24° C pro h 
verringert wird bis auf einen Wert von -60 bi3 -70°C. 

Das Einfrieren mit einer Geschwindigkeit von ungefahr 
-18 bis -24° pro h ist erf orderlich, damit die entstehen- 
den Eiskristalle auSerordentlich klein werden und die 
Kollagenketten nicht nenneswert auf lbs en, was zu einer 
Verringerung des Molekulargewichts ues entstehenden 
Kollagenproduktes fuhren wiirde. 

Um die gewlinschte Geschwindigkeit beim Einfrieren zu er- 
reichen^wird die Kollagenlosung in eine Gefriervorrichtung 
von -60 bis -70°C gegeben. 

Die gefrorene Losung wird dann in eine Gef rier-Trocken- 
Vorrichtung mit einer Anf angs temp era tur von -60 bis -70°C 
gegeben und die FlUssigkeit bei 1 f 3»10"" 6 bis 1,3*10~ 8 bar 
sublimiert. Das Gef rier-Trocknen erfordert ungefahr 12 
bis 24 h bei einer Endtemperatur von 30°C. 

Obwohl eine extreme Zerstorung der Kollageriketten durch 
das Gef rieren vermieden werden soll^ ist ei:i gewisser Ab- 
beu durch die tiefe Temperatur notwendig, um reaktlons- 
fahige und sich verbind nd St lien zu s chaff en, die zu 
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einer Vemetzung fUhren unci damit zu einer erhohten me- 
chanischen void enzymatischen Stabilitat des Endproduktes 
und fiir die Kombination mit anderen Zusatzen^die in dem 
Kollagen enthalten sein soil en. 

Das erf indungsgemSS hergestellte Kollagen besitzt ein 
mittleres Molekulargewicht von ungefahr 450 000 und eine • 
axiale Periodizitat zwischen den Fibrillen der Tripel- 
helix von ungefahr 75 bis 85 nm (750 bis 850 X) und 
insbesondere ungefahr 80 nm im Gegensatz zu Tropokollagen 
mit ungefahr 64 nm. Uberraschender Weise hat es sich ge- 
zeigt, daB das erf indungsgemaS hergestellte bzw. ge- 
reinigte Kollagen im wesentlichen die gleiche biologische 
Aktivitat besitzt wie natilrliches Kollagen, das mit Hilfe 
langwieriger und mUhsamer Verfahren gereinigt worden ist. 

Das erf indungsgemaB hergestellte Produkt ist eine 
schwammige zahe Masse. 

Das mittlere Molekulargewicht von erf indungsgemaS herge- 
stelltem Kollagen betragt 383 000 bis 460 000 verglichen 
mit 300 000 fUr Tropokollagen. Das erf indungsgemaB her- 
gestellte Kollagen enthalt einen Anteil von 4 bis 6 % 
Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von 30 000 
bis 60 000 und 8 bis 12 % mit einem Molekulargewicht von. 
1 000 000 bis 1 500 000. 

Wie oben gesagt, konnen biologisch wirksame Substanzen 
zu der Kollagenlosung Oder Dispersion vor dem Einfrieren 
zugegeben werden. Diese Substanzen konnen Arzneimittel 
oder ahnliches sein. Da das erf indungsgemaB hergestellte 
Kollagenprodukt dem natUrlichen oder rekonstituierten 
Kollagen sehr nahe kommt, kommt die Abgabe der biologisch 
wirksamen Substanz aus dem Kollagen der Absorption des 
Materials durch ein biologisch s System nahe, in das 
Kollag n implanti rt oder ind m es enthalten ist. 



130014/1208 



/9 



• • • • 
I • • • 



* • > • I 



• • • • 
• • • » 



3034273 



1A-54 034 



- 9 - 



Es wird angenommen, dafl die Trennung der Polypeptid- 

ketten wahrend des Gefrierens zur Bildung von Resten 

flihrt, die sich mit bestimmten Arzneimitteln verbinden 

und so in vivo freigesetzt warden konnen. Venn Kollagen, 

indem ein Arzneimittel enthalten ist. implantiert wird 

i 1 
und das Arzneimittel verbraucht wird, lost sich das 

Kollagen langsam und/oder wird enzymatisch abgebaut 

oder durch einen anderen biologischen Prozefl. Das 

Implantat muB daher nicht entf ernt werden. 

Eine spezielle Anwendungsart der erf indungsgemaB her- 
gestellten Kollagenprodukte liegt in der Blockierung 
des Sexualzyklus bei Tieren. Ein geeignetes Hormon wie 
Chlormadinonacetat, Hydroxyprogesteron-caproat, Medroxy- 
progesteron, Norethindron, Norethynodrel, Progesteron, 
3-Athylendioxy-1 7-acetoxy-6-methyl-pregn-5-en-20-on und 
ahnliches wird vor dem Einfrieren zu der KollagenlSsung 
oder Dispersion gegeben. Das Hormon wird in einer wirk- 
samen Menge zugegeben / um den Sexualzyklus zu blockieren, 
vorzugsweise in einer Menge von 1 Teil auf 40 000 Teile 
Kollagenlosung bis zu 1 Teil auf 50 000 Teile Kollagen- 
lSsung. 

Der aus dem Kollagen hergestellte Formkorper wird in 
den Uterus des Tieres eingesetzt. Nach 14 bis 18 Tagen 
ist das Hormon aus dem Kollagenf ormkorper abgegeben. 2 
bis 7 Tage nach Beendigung der Hormongabe tri tt ver- 
starkt Brunst auf und das Tier kann dann gedeckt werden. 
Es kann zu diesem Zeitpunkt auch kiinstlich besamt werden. 

Das erf indungsgemaB hergestellte Kollagen kann auch 
Antibiotika wie Penicillin, Tetracyclic Oxytetracyclin, 
Chlortetracyclin, Chloramphenicol, Sulfonamid und ahn- 
liches zusammen mit dem Hormon enthalten, um wahrend der 
Besamung und anschlieBenden Trachtigkeit eine Infektion 
zu vermeiden. 
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2 bis 14 Tage nach d m Eins tzen d s KollagenformkSrpers 
beginnt der enzymatische Abbau des Kollag-ens. Ferner 
kann zu dem Kollagen Glutaraldehyd zugesetzt werden urn 
die flir den biologischen Abbau erf orderliche Zeit zu 
erhbhen. 

Bei einer anderen Anwendungsform der erf indungsgemafl 
hergestellten Formkorper wird ein .Spermezid (wie Nonyl- 
phenoxypolyoxyathylenathanol) auf die gleiche Weise, 
wie es fur das Hormon angegeben ist^ zu der Kollagenlo- 
sung zugesetzt. Der Kollagenf ormkorper kann dann in die 
Scheide eingefUhrt werden und das Spermezid t5tet die 
in die Scheide gelangenden Spermien ab und verhindert 
damit eine Empf&ngnis. Die in der Scheide vorbandenen 
Enzyme losen das Kollagen langsam auf , so dafl eine Ent- 
fernung des Formkorpers nicht erforderlich ist. Wie oben 
angegeben konnen auBerdem Glutaraldehyd u.a. Vernetzungs- 
mittel zugesetzt werden | um die Abbaugeschwindigkeit des 
Kollp.gens in vivo zu verringern. 

Es ist ferner moglich^ der Kollagenlosung vor dem Ein- 
frieren Antibiotika Bacteriostatica oder Bacterizide 
zuzusetzeu* Nach dem Gefrier-Trocknen kann die Kollagen- 
masse zur Behandlung von Verbrennungen oder ahnlichem 
angewandt werden. 

Allgemein gesagt k5nnen verschiedene Arzneimittel der 
Kollagendispersion zugesetzt werden und ein aus dem 
Kollagen hergestellter Formkorper kann implantiert bzw. 
eingefUhrt werden ( urn eine biologische, physiologische 
oder psychologische Wirkung in biologischen Systemen 
auszuiiben. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher 
erlaut rt. 
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Beispiel 1 

1 kg Corium vou rohen Kuhhauten wurde in StUcke von 5 cm^ 
geschnitten* Diese StUcke wurden in einem Bottich mit ei- 
ner Losung der folgenden Zusammensetzung behandelt. 



Bestandteile 


Mense 




Wasser c 


3000 


ml 


Calciumhydroxid 


150 


S 


Kaliumhydroxid 


50 


g 


Natriumhydr oxi d 


100 


g 


Natrlumsulf at 


144 


g 


Natriumchlorid 


100 


g 


Kaliumchlorid 


200 


g 


Calciumsulf at 


100 


g. 



Das natUrliche unlosliche Kollagen wurde in der oben 
angegebenen LSsung 48 h unter RUhren behandelt. Die 
Beobachtung und Untersuchung nach dieser Behandlung 
zeigte eine Verseifung aller Fette und einen gleich- 
mSfligen Quellungsgrad des Kollageris. Das Corium war 
sehr weich, transparent und porSs geworden. 



Die BehandlungsflUssigkeit wurde abgelassen und eine 
zweite LiJsung der folgenden Zusammensetzung in den Be 
baiter gegeben. 

Bestandteile Menge 



Wasser 6000 wl 

Natriumsulfat 144 g 

Natriumchlorid 100 g 

Kaliumchlorid 100 g 

Calciumsulf at 100 g. 



1 3 00 U/ 1 208 
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Das Corium wurde mindestens 4 h zur Stabilisierung der 
Zwischenfaserbindungen mit der Natriumsulf atlbsung be- 
handelt. 

Die zweite L5sung wurde abgezogen und eine LOsung von 
3000 ml Wasser und 90 g Borsaure zum Waschen und An- 
sauerri des zwelmal behandelten Coriums zugegeben. Diese 
Behandlung nahm 6 h in Anspruch bis das Kollagen einen 
neutral en pH-Wert hatte. Das Kollagen wurde dann von der 
FlUssigkeit abgetrennt und mit 10 1 Leitungswasser 4 h 
behandelt. Das Leitungswasser wurde abgezogen und das 
Kollagen erneut mit 15 1 destilliertem Wasser mindestens 
4 h behandelt, urn restliche Salze auszuwaschen und das 
Wasser wurde abdekantiert und 15 1 destilliertes Wasser 
zugegeben. Dieses Verfahren wurde sechs Mai durchgefuhrt. 
Das Kollagen wurde in 10 1 1 9b-iger Ascorbinsaure gelSst 
und bis zur Homogenitat geruhrt. Die Kollagenl5sung wurde 
in 1 cm hohe Formen mit einem Durchmesser von 2,5 cm ge- 
gossen. Die Formen wurden bei einer Temper atur von -60 bis 
-70°C gefroren um eine Temperaturverringerung des Kollagens 
von 20°C pro h bis auf eine Temperatur von -60°C zu er- 
reichen. Das Kollagen wurde dann mit einer Anf angstempe- 
ratur von -60°C und einer Endtemperatur von 30 C nach 
16 h gefriergetrocknet. 

Das entsprechend Beispiel 1 hergestellte Kollagen besaB 
ein mittleres Molekulargewicht von 450 000. Die axiale 
Periode zwischen den Kollagenf ibrillen betrug ungefahr 
80 run. 

Das nach diesem Beispiel hergestellte Kollagen konnte 
leicht durch Kollagenase abgebaut werden und zeigte bei 
der Untersuchung keine antigene Wirkung. 

Das entspr chend Beispi 1 1 hergestellt Kollagen besafi 
gut mechanische Eigenschaften elnschlieBlich Elastizitat, 
Kompressibilitat und W ichheit. 

130014/1208 71 , 
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Belspiel 2 

Das Belspiel 1 wurde wiederholt mit der Ausnahma, dafl 
0,025 g Medroxyprogesteron-acetat zu 1 000 ml der 
KollagenlBsung vor dem EingieBen in die Fonaen zuge- 
geben wurden. 

Die Kollagen-Tabletten (pellets), in denen das Hormon 
gleichmaSig dispergiert war^ wurden in den Uterus von 
Krhen eingesetzt um Brunst zu erzeugen. Aufgrund der 
(Komplex)-Bindung des Kollagens mit dem Hormon wurde 
das Hormon innerhalb eines Zeitraums von 2-14 Tagen ekg&oeru 
Nach dieser Zeit wurden die KUhe kUnstlich besamt. Die 
Kollagen-Tablette blieb in dem Uterus und loste sich 
langsam durch enzymatischen Abbau auf • 

Beispiel 3 

Das Beispiel 2 wurde wiederholt mit der Ausnahme, dafl 
vor dem Einfrieren 0,25 g Chlormycetin zu der Kollagen- 
dispersion zugesetzt wurden. 

Das Chlormycetin wirkte zur Verhiitung einer Inf ektion 
der Kuh wahrend der Besamuns und anschlieSenden Trachtig- 
keit. 



6249 



1 300 U/ 1 203 



